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摘要 
对虾白斑综合症病毒(white spot syndrome virus, WSSV)是一种具有囊膜、无
包涵体的杆状型双链环状 DNA 病毒，也是严重危害对虾养殖业的 主要病原。
本论文围绕病毒膜蛋白开展研究，包括以下两个部分。(1) 质谱分析发现病毒膜
蛋白 VP38 是 ORF wsv259 的编码产物。随后在 E.coli BL-21 菌株中表达纯化了
GST-VP38 并制备了相应的抗血清。利用 Far-Western blotting 和 GST pull-down
分析发现 VP38 和另一个病毒膜蛋白 VP24 有相互作用。进一步分别重组表达了
VP38 的 N-端 VP38n (aa 1-142) 和 C-端 VP38c (aa 143-309)，GST pull-down 分
析结果表明 VP38 与 VP24 的相互作用位点在 C-端。 (2) WSSV ORF wsv 011 编
码产物 VP150 是病毒中一个比较独特的膜蛋白，由 1301 个氨基酸组成，预测分
子量约 144kDa。质谱分析发现在病毒粒子中 VP150 存在降解现象。从 vp150 基
因的两端各选约 600 bp，分别命名为 vp150n、vp150c，而后在 E. coli BL-21 菌株
中表达纯化了 VP150n 和 VP150c 并制备了相应的抗血清。通过 Western blot 初步


















厦门大学硕士学位论文                                                                 Abstract 
Abstract 
White spot syndrome virus (WSSV) is a large, rod-shaped, enveloped 
double-stranded DNA virus that has caused massive losses in the shrimp farming 
industry. This paper is concerned about the envelope proteins, including two major 
parts below. (1) Recently, ORF wsv259 was showed to encode an envelope protein 
VP38 by proteomic analysis. In this study, VP38 gene was expressed as a glutathione 
S-transferase (GST) fusion protein and a polyclonal antibody was raised against 
GST-VP38 to investigate its biological function. Far-Western blotting showed that 
VP38 interacted directly with VP24, a major WSSV envelope protein. Furthermore, 
GST pull-down assay confirmed this interaction. In addition, to delineate the region of 
interaction of VP38 with VP24, GST-VP38n (aa 1-142) and GST-VP38c (aa 143-309) 
were expressed. GST pull-down assay revealed that VP38c played a crucial role in the 
interaction between VP38 and VP24, i.e. VP38 binds via its C-terminal region to 
VP24. (2) VP150 containing 1301aa that encoded by ORF wsv011 was a special 
envelope protein which had the property of degradation. Two fragments were chosen 
from N and C terminals of wsv011 and named as vp150n and vp150c, respectively. 
VP150n and VP150c were expressed in E. coli BL21 (DE3) and purified by Ni2+-NTA 
agarose. Then polyclonal antiserums of VP150n and VP150c were raised. Western 
blot analysis indicated that VP150 proteins in WSSV isolated from tissue and blood 
were different in degradation phenomenon. We postulate that VP150 is a crucial 
protein that related to the maturation of WSSV envelope. To sum up, it will make 
great sense to study the properties and interactions between envelope proteins which 
may help us to better understand the invasion, assembly, maturation and release 
mechanisms of WSSV.  





















国对虾养殖产量 22 万多吨，位居世界第一。但是自从 1993 年我国养殖对虾暴发
白斑病以来，产量减少至 4 万吨左右[1]。通过研究发现, 引起我国和其他沿海国


















电子显微镜负染观察 [2, 12, 13]表明，完整病毒粒子横切面为圆形，纵切面为杆状且
略微呈椭圆形，大小约 250-380 nm × 75-100 nm。一端略平带轻微凹陷，另一端
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略细，略细端有一条很长的鞭毛状结构。两层单位膜组成的包膜构成了病毒粒子
外层，两层膜之间有较宽阔的间隙。紧接包膜向内是核衣壳，大小约 350 nm × 
80 nm，为 15 条螺旋排列的亚单位形成的圆柱体，螺旋与衣壳长轴垂直，螺距






对虾(草虾) (Penaeus monodon)、日本对虾(P. japonics)、刀额新对虾（砂虾）
(Metapenaeus ensis)、中国对虾(P. chinensis)、印度虾(P. indicus)、墨吉对虾(P. 


















































离到较纯的病毒粒子。蛋白电泳显示病毒粒子包含至少 13 条结构蛋白。van 
Hulten[32]通过 20-45%蔗糖梯度超速离心分离了病毒粒子，并完成了病毒基因组
的测序工作。虽然密度梯度离心可以得到纯度较高的病毒粒子，但是由于螯虾血







PCR测定病毒得率，从 10 g的病虾组织中可以提纯约 1012个病毒粒子。提纯的病



















经测定。（1）中国株(WSSV-CN, Accession No. AF332093)[34]：病毒分离自中国大
陆的日本对虾(Penaeus japonicus)，序列全长 305,107 bp。序列分析整个基因组包
含有 531 个开放阅读框(ORFs)，其中 181 个ORFs可能具有编码蛋白的功能，相
应每个基因平均长度为 1.7 kb。基因组约有 3%是由 9 个同源重复区(homologous 
region, hr)构成，其它 97%是特异的。通过cDNA文库鉴定和筛选，有 36 个ORFs
被证实具有编码功能蛋白的能力，另外有 52 个ORFs通过RT-PCR的方法被确认
具有转录功能。在 181 个ORFs中，80%下游具有poly(A)结构。（2）泰国株
(WSSV-TH, Accession No. AF369029)[32]，病毒分离自泰国的斑节对虾(Penaeus 
monodon)，用克氏螯虾(Procambarus clarkia)作宿主感染增殖WSSV用于测序，序
列全长 292,967 bp。分析选出 184 个ORFs，占全基因组的 92%。在 184 个ORFs
中，72%有真核生物翻译起始的Kozak结构，46%的启动子有TATA框。9 个同源
重复区散布于整个基因组，每个同源区域由数个 250 核苷酸重复单位串联组成。
（3）台湾株(WSSV-TW, Accession No. AF440570)[35]：病毒分离自台湾的斑节对
虾(Penaeus monodon)，序列全长 307,287 bp，是 3 株WSSV分离株中 大的。Lan
等[36]研究发现，WSSV基因组DNA上存在缺失热点，在自然条件下的增殖过程中
病毒基因组出现 4.6kb至 8.1kb DNA片段的缺失，片段缺失的病毒株较原始病毒
株毒力下降。Marks等[37]用DNA microarray 技术分析了泰国株 184 个ORFs的转
录图谱发现，79%的ORFs在感染病毒的斑节对虾(Penaeus monodon)的腮中被检
测到有转录，此结果与Lan在中国株中获得的结果基本一致。吴等[38]收集了 1996
年和 2002 年感染WSSV-CN的对虾,研究发现与 1996 年病毒株相比较，2002 年病
毒株缺失了wsv479、wsv482、wsv489 和wsv493 ORFs。Liu等[39]通过microarray
和RT-PCR筛选鉴定了WSSV的 3 个极早期基因(Immediate-early, IE)。 
通过生物信息学分析[32,34]，WSSV病毒基因组的大部分开放阅读框编码的蛋
白和已知的蛋白基本没有同源性，仅有少数几个基因与其它病毒或生物的已知





























谱(Mass spectrometry)[45-48]技术已经鉴定了超过 30 条的WSSV结构蛋白。以下是
一些已经鉴定的主要结构蛋白： 
(1) VP28 (wsv421) 
VP28 是WSSV含量 丰富的结构蛋白之一， 早由van Hulten等[42]从纯化的
病毒中分离鉴定，Western blot分析显示VP28 定位于WSSV的囊膜部分。 Zhang
等[49]通过病毒的DNA和cDNA文库发现了vp28 基因，胶体金免疫电镜定位显示
VP28 属于病毒的膜蛋白。进一步研究发现，宿主感染WSSV后 6 h和 18 h才能检






病毒感染的起始阶段起着重要作用。Yi等 [52]发现与绿色荧光蛋白 (Green 
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